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療薬候補化合物として T 型カルシウムチャネルの活性化薬である SAK3 を創
製した。本研究では、SAK3 の投与が AppNL-F/NL-F ノックイン (NL-F) マウスに
認められる認知機能障害を改善し、Aβ の沈着を抑制することを明らかにした。
また、マイクロアレイ解析と RT-qPCR 法によって serum- and glucocorticoid-
induced protein kinase 1 (SGK1) の遺伝子発現の減少の回復が SAK3 の慢性投与
による治療効果に関与することを示した。 AppNL-G-F/NL-G-F ノックイン (NL-G-F) 
マウスを用いた検討では、SAK3 の慢性投与は CaMKII/Rpt6 シグナルの賦活化
を介してプロテアソームの活性を増加させ、NL-G-F マウスに認められるスパイ
ンの異常と認知機能障害を改善することを明らかにした。SAK3 によるプロテ
アソーム活性の上昇は Aβ 沈着の抑制にも関与すると考えられる。次に、SAK3 









本研究では、新規 AD 治療薬としての SAK3 の作用機序を解明した。SAK3
は CaMKII/Rpt6 シグナルを介してプロテアソームを活性化し、Aβ の沈着を抑
制した。さらに、スパイン構造を改善することで AD 脳でのシナプス機能を改






















の変性神経疾患である (Braak and Braak, 1991; Hardy and Selkoe, 2002)。AD 患者
は中核症状である認知機能障害、その他周辺症状として攻撃性の増加、不眠、徘
徊行動、うつ様症状など様々な臨床症状を呈する (Alzheimer’s Association, 2017)。
AD の患者数は人口高齢化とともに増加の一途を辿っており、社会的及び患者
家族の負担の増大が懸念されている (Kalaria et al., 2008)。現在、AD の治療には
コリンエステラーゼ阻害剤であるドネペジルや NMDA 受容体拮抗薬であるメ
マンチンが使用されているが、それらは対症療法に過ぎず、AD の進行自体を抑
制することはできない (Panza et al., 2019)。そのため、Aβ やタウタンパク質など
を標的とした新たな疾患修飾薬の開発が続けられている  (Huang and Mucke, 
2012)。 
 
1.2. T-型カルシウムチャネルを標的とした AD 治療戦略 
T-型カルシウムチャネル (T-VGCCs) は低閾値で活性化し、一過性に開口す
るカルシウムチャネルであり、Cav3.1、Cav.3.2、Cav3.3 の 3 つのアイソフォー
ムが存在する (Blesneac et al., 2015; Powell et al., 2014)。T-VGCCs は脳内におい
て広く発現しており、睡眠リズム、疼痛、てんかんなどの疾患に重要な役割を担
っている (Altier and Zamponi, 2004; McCormick and Bal, 1997; Nelson et al., 2006; 




の記憶を障害する (Gangarossa et al., 2014)。加えて、視床背内側核における T-
VGCCs は恐怖記憶の消去を調節する (Lee et al., 2012)。また、T-VGCCs 特異的
阻害剤である Z944 によってラットの paired associate learning (PAL) 試験にお
ける成績が低下し (Roebuck et al., 2018)、同じく T-VGCCs 特異的阻害剤である 
NNC の処置によってマウス急性海馬スライスにおける長期増強 (LTP) が障害
される (Zhao et al., 2017)。AD との関連では、老齢患者や AD 患者、さらには 
AD モデルマウスの一つである 3×Tg マウスの脳内において Cav3.1 の発現が
減少している (Rice et al., 2014)。また、Rice らは (2014) T-VGCCs の阻害によっ
て Aβ の産生が増加することも実証した。さらに、Aβ によるシナプス障害が T-
VGCCs 電流の阻害を介していることが示された (Zhao et al., 2017)。これらの報
告は T-VGCCs を活性化する薬剤が AD 治療の新たな治療候補薬になりえる
ことを示唆する。 
以前、当研究室では AD の新たな治療候補薬として T-VGCCs の活性化薬
である ST101 (ZSET1446; spiro [imidazo[1,2-a] pyridine-3,2-indan]-2(3H)-one) を全
薬工業と共同で開発した。ST101 は T-VGCCs の活性化によって海馬における
アセチルコリン (ACh) の放出を促進し (Yamamoto et al., 2013)、AD モデルマウ
スの一つである嗅球除去 (OBX) マウスの認知機能障害を改善する (Han et al., 
2008)。これらの結果は T-VGCCs の活性化薬の AD 治療における有用性を示し
た。実際に、ST101 は米国において AD 患者に対する第 II 相臨床試験が行われ
た (Gauthier et al., 2015)。しかしながら、ドネペジルとの併用では有意な治療効
果が認められたものの、単独投与での効果は弱かった。これを受けて当研究室で
は、ST101 よりも強力に  T-VGCCs を活性化することが出来る薬剤である 
SAK3 (ethyl-8′-methyl-2′,4-dioxo-2-(piperidin-1-yl)-2′H-spiro[cyclopentane-1,3′-
imidazo[1,2-a]pyridin]-2-ene-3-carboxylate) を創製した (Yabuki et al., 2017b)。SAK3 
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は ST101 と比較して、マウス海馬における ACh 放出促進作用及び急性投与に
よる認知機能改善効果がより強力であったことから、ST101 よりも有望な AD 
治療薬候補薬である可能性が示唆された (Yabuki et al., 2017b)。 
 
1.3. ユビキチンプロテアソーム系を標的とした AD 治療戦略 
ユビキチンプロテアソーム系 (UPS) は細胞内における主要なタンパク質
分解経路である (Schwartz and Ciechanover, 2009)。UPS の機能不全は細胞内にお
ける異常なタンパク質凝集を引き起こし、細胞機能の障害や細胞死などの原因
となる (Schwartz and Ciechanover, 2009; Ciechanover and Kwon, 2015)。AD 患者で
は脳内におけるプロテアソーム活性の低下が過去に報告されている (Keller et al., 
2000)。 また、in vitro と in vivo での研究によって Aβ がプロテアソームの活
性を障害することが示されている (Lopez-Salon et al., 2003; Oh et al., 2005; Tseng 
et al., 2008). またその一方で、Aβ がプロテアソームによって分解されることも
報告されている (Lopez-Salon et al., 2003; Tseng et al., 2008)。加えて、タウタンパ
ク質もプロテアソームによって分解を受けることが知られている (Lokireddy et 
al., 2015)。興味深いことに、様々な研究によって、AD で障害されることが知ら
れている神経可塑性や長期記憶形成といった神経機能においてプロテアソーム
の活性が必要であることが報告されている (Djakovic et al., 2009; Djakovic et al., 
2012; Hamilton et al., 2012; Fonseca et al., 2006; Lopez-Salon et al., 2001)。さらに、
ロリプラムによる cAMP-PKA シグナルを介したプロテアソームの活性化によ
って、タウタンパク質の病理を再現した AD モデルマウスにおける認知機能障
害を改善することが示されている (Myeku et al., 2016)。これらの報告から、私は
プロテアソーム活性を上昇させることは Aβ やタウタンパク質の凝集抑制と認
知機能障害の改善を同時に達成できる新たな AD 治療戦略であると考えた。 
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プロテアソーム 19S サブユニットの一つである Rpt6 の S120 残基のリ
ン酸化はプロテアソームの活性化に寄与することが知られており、そのリン酸
化を担う分子として PKA と CaMKII が報告されている。興味深いことに、Rpt6 
のリン酸化によるプロテアソームの活性化が長期記憶形成やスパインの成長に
必要であること、さらにその際のリン酸化を担うのは PKA ではなく CaMKII 
であるということが報告された (Jarome et al., 2013; Hamilton et al., 2012)。過去に
は、様々な研究によって Aβ による CaMKII の自己リン酸化の低下が示されて
いる (Zhao et al., 2004; Townsend et al., 2007; Min et al., 2013; Zhang et al., 2015)。
これらのことから、CaMKII/Rpt6 シグナルの賦活化を介したプロテアソーム活
性の上昇によって、AD における認知機能障害や Aβ の沈着が改善される可能
性が考えられた。我々は過去の研究で、SAK3 が T-VGCCs の活性化を介して 
CaMKII の自己リン酸化レベルを増加させることを報告している (Yabuki et al., 
2017b, Xu et al., 2018)。従って、SAK3 は CAMKII/Rpt6 シグナルを介したプロ
テアソームの活性化による AD 病態改善作用を持つことが推測される。 
 
1.4. 研究目的 
本研究では、SAK3 が CaMKII/Rpt6 シグナルの賦活化を介したプロテア
ソームの活性化によって認知機能障害や Aβ の沈着、スパイン異常といった 
AD 病態が改善されるという仮説の下、アルツハイマー病マウスを用いてその
実証を試みた。最初に、SAK3 の投与が AD モデルマウスである AppNL-F/NL-F 
(NL-F) 及び  AppNL-G-F/NL-G-F (NL-G-F) ノックインマウスの認知機能障害及び 
Aβ 沈着に対して改善作用を示すか検討した。次に、NL-G-F マウスを用いて 









NL-F マウス及び NL-G-F マウスは理化学研究所において作製され、供与








SAK3 は過去の方法に基づいて白鳥製薬に合成を依頼した  (Abe et al., 
2010; Yabuki et al., 2017b)。本研究の実験スケジュールは Fig. 1, 4, 6 に示した。
慢性投与実験では、9 ヶ月齢のマウスに vehicle もしくは超純水に溶解した 
SAK3 (0.5 mg/kg) を 3 ヶ月間、1 日 1 回強制経口投与した。投与量はマウスの
体重 10 g につき 0.1 mL とした。投与終了後、paired associate learning (PAL) 試
験以外の行動試験を実施した。行動試験終了後に脳を取り出し、以降の実験に用
いた。PAL 試験に関しては、マウスを 9 ヶ月齢より試験に付し、試験初めから
試験終了後まで SAK3 の投与を行った。急性投与実験では、SAK3 (0.5 mg/kg) 




2.2.1. Y 字迷路試験 
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Y 字迷路試験によって短期空間記憶学習を評価した (Yabuki et al., 2017b)。
試験には黒いプレキシグラスでできた 3 本の同一アーム (50 × 16 × 32 cm) か
ら成る装置を使用した。マウスをアームの一つの端に置き、装置内を 8 分間自
由に探索させた。アームへの総進入回数から 2 を引いたものを最大交替数、3 
本のアーム全てに連続して進入する回数を交替行動として定義した。交替行動




新奇物体認識試験によって長期記憶を評価した (Yabuki et al., 2017b)。
Training セッションでは、木でできた 2 つの同一形状の物体が対称に置かれた









受動的回避学習試験は、これまでの報告と同様に行った  (Yabuki et al., 
2017b)。 明室 (14 × 10 × 25 cm3) 及び電気刺激装置に接続されたステンレス製
の棒を床とする暗室  (25 × 25 × 25 cm3) が扉でつながった装置を使用した 
(Nihon Kohden, Tokyo, Japan)。Training セッションでは、マウスを明室に入れ、
10 
 
暗室に移動した際に扉を閉めて電気刺激を与えた (0.3 mA, 2 sec)。24 時間後の 
test セッションでは、再びマウスを明室に入れ、暗室へ移動するまでの時間を最




イクル (light; 09:00-21:00, dark; 21:00-9:00) の元、赤外線センサー装置 (Digital 
Acquisition System) (Neuroscience, Inc., Tokyo, Japan) によって 72 時間の自発運
動量を測定した。 
 
2.2.5. PAL 試験 
2.2.5.1. PAL 試験装置 
タッチスクリーン試験装置として音と光を遮るボックス内に入った操作チ
ャンバーを用いた。台形の各チャンバー (長辺 = 25 cm; 短辺 = 6 cm; 高さ = 18 
cm) にはそれぞれ報酬の供給口、ハウスライト、音発生装置、液体の報酬供給装
置、タッチスクリーンが備え付けられている (Bussey Mouse Touchscreen Chamber, 
Campden Instruments, U.K.)。報酬の供給口は台形の短辺側、タッチスクリーンは
長辺側に取り付けられている。タッチスクリーンはチャンバーの床から 3.6 cm 
に位置するように設計された 0.4 cm 間隔で並ぶ 3 つの正方形のウィンドウ 
(長さ = 7 cm; 高さ = 7 cm) を持つ黒いプレキシグラスのカバーで覆われており、
このウィンドウを通して異なる視覚刺激を画面に表示できるようになっている。





2.2.5.2. PAL 試験のためのプレトレーニング 
トレーニングを実施する前に、マウスのエサを制限し体重を通常の約 85% 
に維持した。PAL 試験のトレーニングは以前の報告に基づいて行った (Horner et 
al., 2013; Oomen et al., 2013)。初めに、マウスを試験装置に慣れさせるため、全て
の光を消した状態のチャンバー内に 10 分間入れた (Habituation 1)。翌日、音と
報酬 (10% condensed milk) を関連付けさせるためのトレーニングを行った。ま
ず初めに、音とともに報酬 (150 µL) が供給される。マウスがそれを獲得し報酬
トレイを離れてから 10 秒後、音と報酬トレイの照明とともに再度報酬 (7 µL) 
が供給される。この一連の動作を 20 分間のセッションが終了するまで繰り返
した (Habituation 2)。続いて、マウスが 3 つのウィンドウのうちの 1 つにラン
ダムに表示される白い正方形の刺激に触れるようトレーニングを行った (Initial 
touch training)。マウスが刺激に触れることなく 30 秒経過した時点で画像は消
え、音と報酬トレイの照明とともに報酬が供給される。マウスが触れた場合には
多めの報酬 (21 µL) が同様の条件で供給される。これを 1 トライアルとし、マ
ウスが報酬を受け取ってから 20 秒後、次のトライアルが自動的に開始される 
(criterion: completion of 36 trials in 60 min)。次のトレーニングでは (Must touch 
training)、時間の経過で刺激が消えないようになり、報酬を受け取るためには刺
激をタッチしなければならなくなる (criterion: completion of 36 trials in 60 min)。
次のトレーニングでは (Must initiate training)、マウスはスクリーンに刺激を表示
させるために報酬トレイを鼻で突かなければならなくなる (criterion: completion 
of 36 trials in 60min)。最後のトレーニングでは (Punish incorrect training)、何も表
示されていないスクリーンに触れた場合、報酬が供給されず罰としてハウスラ
イトが 5 秒間点灯するという条件が追加される (criterion: 27/36 trials correct in 
60 min for 2 consecutive days)。 
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2.2.5.3. PAL 試験 
プレトレーニングの終了後、PAL 試験 (dPAL) のためのトレーニングを行
った。セッションの開始時に、マウスは初めのトライアルを開始するために報酬
トレイを鼻で突かなければならない。トライアルでは 3 つのウィンドウの内 2 
つに花、飛行機、蜘蛛の中からそれぞれ異なったものが選択され、表示される。
表示されるパターンとしては 6 パターンが存在し、それぞれどちらか一方は正
解の刺激 (S+)、もう一方は不正解の刺激 (S-) である (Fig. 12A)。マウスが報酬
を得るためには正しい刺激に触れなければならない。このトレーニングでは、マ
ウスの S- へのタッチは無視され、罰を受けることは無い。60 分間で 36 トラ
イアルの完了をクライテリアとし、終了したマウスは dPAL 試験を開始した。
dPAL 試験では S- へ触れると報酬が与えられず、罰としてハウスライトが 5 
秒間点灯するようになる。また、その次のトライアルでは同じパターンの刺激が
表示され、マウスが正解するまで繰り返される。これをコレクショントライアル
とし、総トライアル回数と正解率の算出から除くこととした。60 分間で最大 36 
トライアルを実施し、1 日 1 回 50 日間継続した。 
 
2.3. Aβ ELISA 
過去の報告に従い、ELISA 法によって Aβ の定量を行った (Saito et al., 
2014)。マウスの皮質領域を摘出し、Tris-HCl buffered saline にてホモジナイズ後、
20 分間遠心した (200,000 × g, 4 °C)。その上清を soluble fraction とした。ペレ
ットは 6 M guanidine-HCl buffer にて溶解し、再び 20 分間遠心した後 (200,000 
× g, 4 °C)、その上清を insoluble fraction とした。それぞれのフラクションにおけ
る guanidine-HCl の濃度が 0.5 M になるように調製を行った後、Aβ キット  
(Wako Pure Chemicals) を用いて Aβ40 と Aβ42 の量をそれぞれ測定した。 
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2.4. Thioflavin-S 染色と免疫組織化学染色 
マウスを氷冷した phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) にて還流し、その
後 4% パラホルムアルデヒド (PFA) によって還流した。取り出した脳を 4℃ 
において 4% PFA により一晩再固定した後、ビブラトーム (Dosaka EM Co. Ltd., 
Kyoto, Japan) により 50 µm の厚さにスライスした。Thioflavin-S 染色は過去の
報告に基づいて行った (Bussière et al., 2004)。切片を PBS で洗浄後、0.25% 過
マンガン酸カリウム (Sigma-Aldrich) 溶液にて 10 分間インキュベートした。 
その後、PBS で洗浄し、2% ピロ亜硫酸カリウム (Sigma-Aldrich) と 1% シュウ
酸 (Sigma-Aldrich) の混合溶液にてスライス全体が白くなるまでインキュベー
トした。超純水でスライスを洗浄し、50% エタノールに溶解した  0.015% 
thioflavin-S (Sigma-Aldrich) にて 10 分間染色した。その後、50% エタノールと
超純水で洗浄し、VECTASHIELD (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA) 
を用いて封入した。蛍光顕微鏡 (DMI3000B, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) 
で画像を撮影し、Aβ プラークの数と面積を Leica Application Suite v4.2 software  
を用いて解析した。 
免疫組織化学染色では、切片を 0.1% Triton X-100 を含む PBS で膜透過処
理を行った後、非特異的な抗体の結合を防ぐためにブロッキングバッファー 
(1% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) and 0.1% Triton X-100 in PBS) で 1 時間
インキュベートした。ブロッキング後、切片を一次抗体としてブロッキングバッ
ファーで希釈した 6E10 モノクローナル抗体 (1:1000; BioLegend, 803001, San 
Diego, CA, USA) 及び抗 NeuN ポリクローナル抗体 (1:1000; Abcam, ab177487, 
Cambridge, UK) と 4℃ で一晩反応させた。PBS で洗浄後、切片をブロッキング
バッファーで希釈した 2 次抗体 (Alexa 594-conjugated anti-mouse or -rabbit IgG 
antibody, 1:500; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) と一晩反応させた。
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その後、PBS で洗浄し、6E10 で染色した切片は thioflavin-S 染色を行い、NeuN 
で染色した切片は VECTASHIELD を用いて封入した。染色画像は共焦点レーザ
ー走査顕微鏡 (TCS SP8, Leica Microsystems) を使用して撮影した。 
 
2.5. マイクロアレイ解析 
マイクロアレイ解析は過去の報告と同様に行った (Oka et al., 2016)。 マウ
スを断頭し脳を摘出後、皮質領域を取り出し、使用するまで -80℃ で保存した。
ISOGEN (Nippon Gene Co., Ltd., Tokyo, Japan) を用いてメーカーのプロトコル通
りに  total RNA を抽出した。RNA の品質を  Agilent Bioanalyzer (Agilent 
Technologies Ltd., Santa Clara, CA, USA) を用いて確認した後、RNA integrity 
number が 9.0 以上のものをマイクロアレイ解析に用いた。マイクロアレイ解析
は Affymetrix Mouse 2.0 Gene ST Array (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) を
使用して行った。解析では、34,472 遺伝子の内 27,036 遺伝子について mRNA 
の発現量を比較した。まず初めに以下の 2 つの基準を基に遺伝子を抽出した。
1) P < 0.05 in one-way ANOVA, 2) > 1.2- or < -1.2-fold change (linear) (about 15% 
increase or decrease)。これによって、野生型マウスと vehicle を投与した NL-F 
マウス及び vehicle を投与した NL-F マウスと SAK3 を投与した NL-F マウ
スを比較した際に、それぞれ 490 遺伝子と 461 遺伝子が抽出された。続いて、
各遺伝子リストについて、Transcriptome Analysis Console (Affymetrix Inc.) を使用
して階層的クラスタリングを行った。以下に示すクライテリアによって遺伝子
を絞り込んだところ、野生型マウスと vehicle を投与した NL-F マウス及び 
vehicle を投与した NL-F マウスと SAK3 を投与した NL-F マウスを比較した
際に、それぞれ 100 遺伝子と 58 遺伝子が抽出された。3) expression level [log2] 
> 6.6 at least in each group, for the selection of genes with notable alteration。また、そ
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れらの転写産物について、Ingenuity Pathway Analysis Software (Ingenuity Systems, 
Mountain View, CA, USA) を用いたパスウェイ解析を行った。 
 
2.6. リアルタイム PCR 解析 
リアルタイム定量 PCR 解析は過去の報告に基づいて行った (Shioda et al., 
2015)。TRI Reagent (Sigma-Ardrich) を使用してマウスの皮質領域から Total RNA 
を抽出し、oligo (dT) primer (Promega) と Moloney murine leukemia virus-reverse 
transcriptase (Invitrogen) を用いて一本鎖 cDNA に逆転写した。定量 PCR は iQ 
SYBR Green Supermix (Bio-Rad) を用いて 48-well plates (Mini Opticon real-time 
PCR system, Bio-Rad) により行った。本研究で用いたプライマーの配列は以下の
とおりである。Adam10 primers; 5’-GGGAAGAAATGCAAGCTGAA-3’ and 5’-
CTGTACAGCAGGGTCCTTGAC-3’; Bace1 primers; 5’-
TTCATCAACGGCTCCAACT-3’ and 5’-CTCCAGGGAGTCGTCAGG-3’; Mme 
primers; 5’-TCCTGACTATCATAGCGGTGAC-3’ and 5’-
GACGTTGCGTTTCAACCAGC-3’; Sgk1 primers; 5’-
GGGTGCCAAGGATGACTTTA-3’ and 5’-CTCGGTAAACTCGGGATCAA-3’; 
Gapdh primers; 5’-TGACGTGCCGCCTGGAGAAA-3’ and 5’-
AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG-3’。 遺伝子発現は GAPDH を用いて標準
化した後、比較 Ct 法により評価した。また、コントロールとの比は 2-ΔΔCt に
より算出した。 
 
2.7. In vivo マイクロダイアリシス法による ACh 遊離の測定 
マイクロダイアリシス解析には 7-9 ヶ月齢のマウスを使用した。脳定位固
定装置 (SR-5M-HT; Narishige, Tokyo, Japan) を使用してマウスの海馬 CA1 領域 
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の上の頭蓋に穴を開けた [2.0 mm posterior and 1.4 mm lateral to the bregma and 1.5 
mm below the surface]。なお、穴の位置は過去の報告に基づいて決定した (Paxinos 
and Franklin, 2001)。穴を通してガイドカニューレ (AG-4; Eicom, Kyoto, Japan) を
挿入した後、歯科用セメントを用いて穴を塞ぎ、ガイドカニューレを固定した。
マウスが回復した後、ガイドカニューレを通してマイクロダイアリシスプロー
ブ (A-I-4-02; Eicom) を挿入した。プローブには  micro-syringe pump (ESP-64; 
Eicom) を用いてリンゲル液 (147 mM NaCl, 4 mM KCl, and 2.3 mM CaCl2) が 1.25 
µL/min の流速で還流しており、マウスの行動は制限されていない。オートイン
ジェクター (EAS-20; Eicom) と high-performance liquid chromatography (HPLC)-
Electrochemical detector (ECD) system (HTEC-500; Eicom) を用いて 20 分間毎の
透析液を分析した。ACh の放出が安定した後、マウスに Vehicle、SAK3 (0.5 
mg/kg) またはドネペジル (1.0 mg/kg) を経口投与し、その後の ACh 遊離を測
定した。ACh の遊離は 20 分毎の試料濃度 (fmol/20 min) によって評価し、60 




したホモジナイズバッファー (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM EDTA, 500 mM NaCl, 
5 mM MgCl2, 1% Triton X-100, 1 mM DTT and 2 mM ATP) でホモジナイズし、15 
分間遠心した (15,000 rpm,  4 ℃)。タンパク質濃度は Bradford 法により測定し
た。同量のタンパク質をアッセイバッファー (25 mM HEPES, pH 7.5, 0.5 mM 
EDTA, 0.05% NP-40) 内で 200 µM の蛍光発生ペプチド(LLVY-AMC (Millipore, 
Bedford, MA, USA), Bz-VGR-AMC (Enzo Life Science, Farmingdale, NY, USA), Z-
LLE-AMC (Enzo Life Science)) とそれぞれ混合し、37℃ で 1 時間インキュベー
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トした。インキュベーション後、サンプルの蛍光 (380/460 nm (Ex/Em)) を蛍光
計を用いて測定した  (FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader; Molecular 
Devices, San Jose, CA, USA)。 
 
2.9. グリセロール密度勾配法 
グリセロール密度勾配法は過去の報告に従って実施した (Tanahashi et al., 
2000)。脳組織を氷冷したホモジナイズバッファー (25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM 
dithiothreitol (DTT)) with or without 2 mM ATP) でホモジナイズした後、30 分間遠
心した (15,000 × g, 4℃)。タンパク質濃度を Bradford 法により測定し、同量の
タンパク質を含む上清を ATP-regenerating system (10 mM creatine phosphate, 5 
mM MgCl2 and 10 µg/mL creatine kinase) もしくは ATP-depleting system (10 mM 
glucose and 1 µg/mL hexokinase) とともに 37℃ で 30 分間インキュベートした。
インキュベート後、10-40% のグリセロール密度勾配遠心に付した (83,000 × g, 
22 h, 4℃)。遠心後のサンプルを 30 フラクションに分け、各フラクションから
同量のサンプルを 0.05% の SDS を含んだアッセイバッファー内で 200 µM の 
Suc-LLVY-AMC と混合し、37℃ で 1 時間インキュベートした。インキュベー
ション後、蛍光計によってサンプルの蛍光 (380/460 nm (Ex/Em)) を測定した。  
 
2.10. 免疫ブロット法 
免疫ブロット法は過去の報告と同様に行った (Yabuki et al., 2019)。マウス
の海馬 CA1 領域を摘出し、使用するまで -80℃ で保存した。組織を氷冷した
ホモジナイズバッファー (500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.5% Triton X-
100, 4 mM EGTA, 10 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 40 mM Na2P2O7･10H2O, 50 mM NaF, 
100 nM calyculin A, 50 µg/mL leupeptin, 25 µg/mL pepstatin A, 50 µg/mL trypsin 
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inhibitor, and 1 mM DTT) でホモジナイズした後、10 分間遠心し (15,000 rpm, 
4 ℃)、上清を分離した。タンパク質濃度を Bradford 法により測定後、サンプル
に Laemmli’s sample buffer (0.38 M Tris-HCl, pH 6.8, 30% 2-mercaptoethanol, 15% 
glycerol, 12% SDS, and 0.05% bromophenol blue) を加え、100℃ で 3 分間加熱し
た。タンパク質濃度を調製し、12% SDS- ポリアクリルアミドゲルにサンプルを
アプライし、80 mA で 150 分間 SDS-PAGE を行った。泳動後、タンパク質を 
PVDF メンブレンに 70 V で 120 分間転写した。転写後、抗体の非特異的結合
を防ぐためにスキムミルクを 5% の濃度で溶解した T-TBS (50 mM Tris-HCl, pH 
7.5, 150 mM NaCl, and 0.1% Tween 20) 溶液中にメンブレンを浸し、常温で 30 分
間ブロッキングした。その後、メンブレンを  T-TBS 溶液で希釈した  anti-
phospho-CaMKII (1:5000; Fukunaga et al., 1988), anti-CaMKII (1:5000; Fukunaga et al., 
1988), anti-phospho-Rpt6 (1:500; MBS9429032, MyBioSource, San Diego, CA, USA), 
anti-Rpt6 (1:1000; BML-PW9265, Enzo Life Science), anti-Synaptophysin (1:1000; S-
5768, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), anti-PSD95 (1:1000; ab2723, abcam, 
Cambridge, UK), anti-β-actin (1:5,000; A5551, Sigma-Aldrich) 抗体と 4℃ で一晩反
応させた。T-TBS 溶液で洗浄後、メンブレンを  T-TBS 溶液で希釈した 
Horseradish peroxidase-conjugated-labeled anti-mouse or anti-rabbit IgG (1:5000; 
Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) と常温で 2 時間反応させた。T-TBS 溶
液で洗浄後、Enhanced ChemiLuminescence (ECL) immunoblotting detection system 
によって発光させたバンドを luminescent image analyzer LAS-4000 (Fuji Film, 
Tokyo, Japan) を用いて撮影した。タンパク質の定量解析には  Image Gauge 






づいて行った (Shioda et al., 2011)。マウスを麻酔下で氷冷した PBS によって還
流した後、4% PFA によって還流した。その後、脳を摘出し 4% PFA によって 
4℃ で一晩後固定した。ビブラトーム (DTK-1000, Dosaka EM Co. Ltd.) を用いて 
250 µm の厚さの冠状切片を作製した。切片の皮質領域及び海馬 CA1 領域にあ
る神経細胞に LY を注入し、その後 4% PFA を用いて一晩 4℃ で切片を固定
した。PBS にて洗浄後、ブロッキングソリューション (1% BSA, 0.3% Triton X-
100, and 0.1% NaN3 in PBS) を用いて室温で 1 時間ブロッキングした。その後、
ブロッキングバッファーで希釈した anti-LY antibody (1:1000; A-5750, Invitrogen, 
Waltham, MA, USA) 抗体と 4℃ で 3 日間反応させた。PBS で洗浄後、Alexa 488 
anti-rabbit IgG (1:500; Invitrogen) と 4℃ で一晩反応させた。PBS で洗浄後、
VECTASHIELD (Vector Laboratories) を用いて封入した。蛍光画像は共焦点レー
ザー走査顕微鏡 (TCS SP8, Leica Microsystems) を用いて撮影し、スパインの長
さと幅の測定には ImageJ software (National Institutes of Health freeware) を使用し
た。スパインの形態は過去の報告に基づいて評価した (Mucha et al., 2011; Risher 
et al., 2014): filopodia spines->2 µm in length, <0.5 µm in width, without a distinct spine 
head; thin spines-<2 µm in length, <0.5 µm in width, with a neck; stubby spines-<2 µm 
in length, >0.5 µm in width, <1 length-to-width ratio; mushroom spines-<2 µm in length, 
>0.5 µm in width。 
 
2.12. 体内動態検討 
SAK3-d10 (0.5 mg/kg) をマウスに経口投与し、その後血液と脳サンプルを経
時的に採取した。血液を採取したチューブにヘパリン (1.2 U/mL) を加えて遠心




質 (IS) として SAK6 (0.4 ng/mL) を含む 250 µL のアセトニトリルを血漿に加
えた後に 10 分間超音波処理を行い除タンパクした。その後、遠心分離 (16,500 
× g, 20 min, 4℃) を行い、得られた上清を真空減圧遠心 (CC-105, TOMY, Tokyo, 
Japan) にて蒸発乾固した。残留物を 25 µL の 25% アセトニトリルに溶解しサ
ンプルとした。脳サンプル調製については、半脳にアセトニトリル 1 mL と IS 
(0.4 ng/mL) を含むアセトニトリルを 250 µL 加え、BEADS CRUSHER (µT-12, 
TAITEC, Saitama, Japan) によってホモジナイズした後 (3,200 rpm, 1 min)、遠心分
離した (16,500 × g, 20 min, 4℃)。上清を真空減圧遠心によって蒸発乾固した後、
残留物に 25 µL の 25% アセトニトリルを加え、フィルター (pore size, 0.22 µm, 
Millipore, Billerica, MA, USA) を通過させたものをサンプルとした。 
超高速高分離液体クロマトグラフィー  (Ultimate 3000, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA) を使用して、検体を ACQUITY UPLC® BEH Phenyl 
column (2.1 × 50 mm, 1.7 μm, Waters, Milford, MA, USA) を用いて 40℃ で分離し
た。移動相の条件は isocratic mode を使用し、その組成は  75% A 相: water 
containing 0.1% formic acid, 25% B 相: acetonitrile containing 0.1% formic acid とし、
流速は 300 µL/min に設定した。また、測定には 5 µL のサンプルを使用した。 
質量分析にはエレクトロスプレーイオン化法 (ESI) -三連四重極質量分析計であ
る TSQ Vantage mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific) を使用した。質量分析
には選択反応モニタリング (SRM) を使用した (SAK3-d10; m/z [M + H]+ 380.2 > 






は、二群間比較については Student’s t test により検定処理した。他群間比較には 
one-way または two-way analysis of variance (ANOVA) によって評価した後、 
Dunnett’s test もしくは Tukey’s test によって検定処理を行った。検定処理には 






3.1. SAK3 はApp ノックインマウスにおける認知機能障害を改善し 
Aβ 沈着を抑制する 
 
3.1.1. SAK3 の慢性投与により NL-F マウスの認知機能障害が改善する 
近年樹立された AD モデルマウスである AppNL-F/NL-F ノックイン (NL-F) 
マウスに認められる認知機能障害に対する SAK3 の慢性投与による改善効果
を行動試験によって評価した。まず初めに、SAK3 投与開始前 9 ヶ月齢の時点
での認知機能を Y 字迷路試験と新奇物体認識試験によって評価した (Fig. 1)。
それぞれの試験において、NL-F マウスの空間記憶学習能力及び認知機能は WT 
マウスと比べて変化はなかった (Fig. 1A, B)。その後、SAK3 を 3 ヶ月間慢性投
与し、12 ヶ月齢の時点で再度認知機能を評価した。Y 字迷路試験ではすべての
群間で有意な変化は認められなかった (Fig. 1A)。新奇物体認識試験の training 
セッションではすべての群で有意な変化は認められなかった。一方で、 test セ
ッションでは NL-F マウスは既知物体と新奇物体を区別できず、物体識別能力
の低下が認められた (Fig. 1B)。この物体識別能力の低下は SAK3 の慢性投与に
よって有意に改善した (Fig. 1B)。受動的回避学習試験の training セッションで
は、各群間に有意な差は認められなかった。一方で、test セッションでは NL-F 
マウスは暗室に移動するまでの時間が WT マウスに比べて有意に減少した 
(105.8 ± 41.2 sec, p < 0.01 vs. vehicle-treated WT mice)。この移動時間の減少は 
SAK3 の慢性投与によって有意に改善した (230.2 ± 31.3 sec, p < 0.01 vs. vehicle-





指標として BPSD の評価を行うために 72 時間の自発運動量測定を行った。し
かしながら、NL-F マウスには明期、暗期ともに明らかな運動量の変化は認めら














Fig. 1. Chronic SAK3 administration improves cognitive deficits in NL-F mice. (A) 
Experimental schedule used in chronic administration study. (B) Alternations in a Y maze 
task were not changed among all groups (12m WT: n = 15; 9m NL-F: n = 13; 12m WT 
Veh: n = 7; 12m WT SAK3: n = 8; 12m NL-F Veh: n = 6; 12m NL-F SAK3: n = 7) Error 
bars represent SEM. (C) Chronic SAK3 (0.5 mg/kg/day, p.o.) administration improved 
decreased discrimination index in 12-months aged NL-F mice (9m WT: n = 15; 9m NL-
F: n = 13; 12m WT Veh: n = 7; 12m WT SAK3: n = 8; 12m NL-F Veh: n = 6; 12m NL-F 
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SAK3: n = 7). Error bars represent SEM. **p < 0.01 vs. the familiar group. (D) Decreased 
latency time of NL-F mice in test session was improved by chronic SAK3 administration 
(12m WT Veh: n = 7; 12m WT SAK3: n = 8; 12m NL-F Veh: n = 6; 12m NL-F SAK3: n 
= 7). Error bars represent SEM. **p < 0.01 vs. vehicle-treated wild-type mice; ## p < 
0.01 vs. vehicle-treated NL-F mice. (E) No obvious neuronal cell death was seen in 12-
months aged NL-F mice. Scale bars: low magnification, 400 μm; high magnification, 100 
µm. (F) (G) Spontaneous locomotor activity in both light and dark phase (F) and the sum 
of 48 hr (G) was not significantly changed among all groups (12m WT Veh: n = 6; 12m 












3.1.2. SAK3 の慢性投与は NL-F マウスにおける Aβ の沈着を抑制する 
Aβ の沈着は AD における病理学的特徴の一つであることから、SAK3 の
慢性投与が NL-F マウスにおける Aβ の沈着を抑制するかについて検討を行
った。まず初めに、皮質領域を Tris-HCl buffered saline に可溶化するフラクショ
ン (Soluble fraction) と 6 M guanidine-HCl buffer に可溶化するフラクション 
(Insoluble fraction) に分けて ELISA 法により Aβ の定量を行った。両フラクシ
ョンにおける Aβ40 の量に変化は認められなかったものの、insoluble fraction に
おける Aβ42 の量は SAK3 の慢性投与によって有意に減少した (1096.8 ± 59.7 
pmol/mg, p < 0.01 vs. vehicle-treated NL-F mice: Fig. 2A, B)。続いて、Aβ の沈着を
アミロイド構造を認識する試薬である Thioflavin-S と Aβ の抗体である 6E10 
によって染色し、評価した。Fig 2C, D には、vehicle 及び SAK3 を投与した NL-
F マウスにおける Aβ プラークの染色像示した。これを定量的に解析した結果、
海馬を含む脳全体における Aβ プラークの数は SAK3 の慢性投与によって有
意に減少した (227.8 ± 5.6, p < 0.05 vs. vehicle-treated NL-F mice: Fig. 2E)。また、
プラークの数及びその面積によってヒストグラムを作成したところ、比較的大
きいサイズのプラークが減少していることが分かった (50-100 µm2; 35.4 ± 3.4, p 
< 0.01 vs. vehicle-treated NL-F mice; 100-200 µm2; 23.8 ± 3.0, p < 0.05 vs. vehicle-
treated NL-F mice; 200- µm2; 27.2 ± 2.8, p < 0.01 vs. vehicle-treated NL-F mice: Fig. 2 
F)。皮質領域と海馬領域を分けて解析したところ、皮質領域ではその面積に占め
る Aβ プラークの面積の割合が海馬領域と比較してより多かった (cortex: 0.15 
± 0.013 % of area, hippocampus: 0.027 ± 0.0083 % of area)。SAK3 の慢性投与によ
り、皮質領域における Aβ プラークの面積の割合は有意に減少した (0.074 ± 
0.0093 % of area, p < 0.01 vs. vehicle-treated NL-F mice)。一方で、海馬領域では減
少する傾向は認められたものの、その差は有意ではなかった (0.013 ± 0.0019 % 
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Fig. 2. Chronic oral administration of SAK3 inhibits Aβ deposition. (A) 
Quantification of Aβ40 and (B) Aβ42 levels in soluble and insoluble fractions by ELISA (n 
= 5-9 per group). Error bars represent SEM. **p < 0.01 vs. vehicle-treated NL-F mice. 
(C) Aβ plaques detected by Thioflavin-S staining in cortex and hippocampal region. Scale 
bar: 500 µm. (D) Representative double-staining images with 6E10 and Thioflavin-S. 
Scale bar: 10 µm. (E) Total Aβ plaque numbers and were measured. (n = 5 per group). 
Error bars represent SEM. *p < 0.05 vs. vehicle-treated NL-F mice. (F) A Histogram of 
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number and area of Aβ plaques (n = 5 per group). Error bars represent SEM. *p < 0.05, 



















3.1.3. SAK3 の慢性投与は NL-F マウスで減少した Sgk1 の mRNA 量を回復
させる 
次に、SAK3 による NL-F マウスの認知機能障害改善及び Aβ 沈着抑制効
果のメカニズムの一端を解明すべく、マイクロアレイ解析により mRNA の発現
量変化を検討した。p < 0.05 in one-way ANOVA 及び over about 15% changes in 
expression levels [> 1.2 or < -1.2-fold change (linear)] という二つの基準を基に解析
を行った。結果、WT マウスと比べて NL-F マウスでは 207 遺伝子の発現上昇
と 283 遺伝子の発現低下が認められた。また、vehicle を投与した NL-F マウス
と SAK3 を投与した NL-F マウスを比較した際には 284 遺伝子の発現上昇と 
177 遺伝子の発現低下が認められた。これらの結果は遺伝子型と SAK3 投与の
有無の両方の要因が遺伝子発現に影響を与えることを示唆している。顕著な発
現変化がある遺伝子をさらに絞り込むために以下の基準によって更なる解析を
行った (criteria: expression level [log2] > 6.6 in at least one group)。結果、WT マウ
スと比較して NL-F マウスでは 32 遺伝子の発現上昇と 68 遺伝子の発現低下
が認められた。また、vehicle を投与した NL-F マウスと SAK3 を投与した NL-
F を比べた際には 37 遺伝子の発現上昇と 21 遺伝子の発現低下が認められた。




が分かった。SAK3 を投与した NL-F マウスでは細胞死と生存や神経疾患に関
わるものとして 2 遺伝子の発現上昇 (Mertk, Sgk1) 及び 11 遺伝子の発現低下 
(Abcd2, Anxa6, Cntn6, Inpp1, Ppp2r2d, Ptch1, Sema6a, Sirt1, Ubash3b, Ube2h, Zic2) 
が認められた (Fig. 3A)。それらの内、serum- and glucocorticoid-induced protein 
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kinase 1 (Sgk1) の mRNA 発現量は SAK3 の投与により有意に増加しており (p 
< 0.05; 1.32-fold increase) 、また、有意差は無かったものの WT マウスと比較し
て NL-F マウスで減少している傾向が認められたことから (p = 0.061; -1.38-fold 
decrease)、RT-qPCR 法によって再度 mRNA 発現量についての解析を行った 




3.1.4. SAK3 の投与は APP の切断に関わる遺伝子や Aβ の分解に関わる遺伝
子の発現に影響しない 
次に、APP の切断に関わる分子として知られている ADAM10 と BACE1 
及び Aβ を分解する分子として知られている neprilysin (Iwata et al., 2000) につ
いてその遺伝子発現を検討した。マイクロアレイ解析では、それら 3 つの 
mRNA (Adam10, Bace1, Mme) 発現量について WT マウスと NL-F マウスの間
に変化は認められなかった。(Adam10 mRNA; p = 0.97 and 1.00-fold, Bace1 mRNA; 
p = 0.39 and 1.01-fold, Mme mRNA; p = 0.81 and 1.01-fold). また、SAK3 の投与で
も  NL-F マウスにおけるそれらの遺伝子発現に変化はなかった  (Adam10 
mRNA; p = 0.76 and -1.00-fold, Bace1 mRNA; p = 0.57 and 1.01-fold, Mme mRNA; p 
= 0.37 and 1.14-fold)。RT-qPCR 法によってもそれらの遺伝子発現が変化しないこ








Fig. 3. SAK3 treatment alter the expressions of genes involving neurological disease 
including Sgk1, but not genes involved in APP processing and Aβ degradation. (A) 
Network involving in cell death and survival, cellular compromise, neurological disease 
was significantly altered in SAK3-treated NL-F mice. Solid and dashed line implicates 
the direct and indirect interaction respectively. Upregulated genes were shown in red, and 
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downregulated genes were shown in green. (B) (C) Real-time PCR showing Sgk1 (B) and 
Adam10, Bace1, Mme (encoding Neprilysin) (C) mRNA expression levels. (12m WT Veh: 
n = 4; 12m WT SAK3: n = 4; 12m NL-F Veh: n = 4; 12m NL-F SAK3: n = 4). Error bars 
represent SEM. *p < 0.05 vs. vehicle-treated wild-type mice; # p < 0.05 vs. vehicle-
















3.1.5. NL-G-F マウスの認知機能障害は SAK3 の急性投与により改善される 
次に、NL-G-F マウスに認められる認知機能障害に対する SAK3 とドネペ
ジルの急性投与による改善作用を比較検討した。SAK3 (0.5 mg/kg) とドネペジ
ルを (1.0 mg/kg) を経口投与し、30 分後に行動試験によって認知機能を評価し
た (Fig. 4A)。Y 字迷路試験では、NL-G-F マウスに交替行動率の減少が認めら
れたが (56.5 ± 2.8%, p = 0.0037 vs. WT + vehicle)、それは SAK3 の投与によって
改善した (78.1 ± 2.2%, p = 0.0006 vs. NL-G-F + vehicle)。しかし、ドネペジルの投
与では改善しなかった。なお、アームへの総進入回数についてはすべての群で変
化は認められなかった (Fig. 4 B, C)。新奇物体認識試験の training セッションで
は、全ての群で有意な変化はなかった (Fig. 4D)。Test セッションでは、NL-G-F 
マウスに物体識別能力低下が認められたが、それは SAK3 の投与により改善し
た (WT + vehicle: 63.1 ± 2.5%, p = 0.0000071 vs. Familiar; NL-G-F + SAK3: 61.3 ± 
5.0%, p = 0.0099 vs. Familiar; Fig. 4E)。一方、ドネペジルの投与では改善しなかっ
た。受動的回避試験の training セッションでは、全群間で暗室への移動時間に有
意な変化は認められなかった (Fig. 4F)。 しかしながら、test セッションにおい
ては NL-G-F マウスにおいて暗室への移動時間に有意な減少が認められた 
(1110.8 ± 33.2 s, p = 0.0009 vs. WT + vehicle; Fig. 4G)。この移動時間の減少は SAK3 
の投与によって改善したが、ドネペジルの投与では改善しなかった (300.0 ± 0 s, 







Fig. 4. SAK3, but not donepezil acute administration ameliorates cognitive deficits 
in NL-G-F mice. (A) Experimental schedule used in acute administration study. (B) 
Number of total arm entries and (C) alternations in a Y-maze task (n = 6-10 per group). 
Error bars represent SEM. **p < 0.01 vs. vehicle-treated WT mice; ##p < 0.01 vs. vehicle-
treated NL-G-F mice by one-way ANOVA with post hoc Dunnett test; F (3, 26) = 7.884, 
p < 0.01. Discrimination index of object exploration during (D) the trial session and (E) 
the test session in a novel object recognition task (n = 6-10 per group). Error bars represent 
SEM. **p < 0.01 vs. the familiar group by Student’s t-test. (F) Latency to enter the dark 
compartment in the training session and (G) test session of step-through passive 
avoidance task (n =6-8 per group). F (3, 30) = 6.425, p < 0.01. Error bars represent SEM. 
*p < 0.05 vs. vehicle-treated WT mice; ##p < 0.01 vs. vehicle-treated NL-G-F mice by 











3.1.6. SAK3 の急性投与は NL-G-F マウスの海馬 CA1 領域における ACh 遊
離の減少を改善する 
当研究室では、SAK3 の急性投与が T-VGCCs の活性化を介して WT マウ
ス及び AD モデルマウスである OBX マウスの海馬 CA1 領域における ACh 
遊離を増加させることを報告している (Yabuki et al., 2017b)。そこで、本研究で
は SAK3 が NL-G-F マウスにおける ACh 遊離を促進するかについてマイク
ロダイアリシス法を用いて検討した。結果、全群間で有意な ACh 遊離の変化が
認められた [F (5, 27) = 32.942, p < 0.0001]。これまでの報告と同様に (Yabuki et 
al., 2017b)、SAK3 の急性投与 (0.5 mg/kg, p.o.) は WT マウスにおける ACh 遊
離を有意に増強した (ACh levels for 60 min; vehicle-treated WT: 12695.43 ± 406.73 
fmol × 60 min; SAK3-treated WT: 17255.92 ± 1203.78 fmol × 60 min, p < 0.01 vs. 
vehicle-treated WT; Fig. 5A)。しかしながら、ドネペジルの急性投与 (Dnp: 1.0 mg/kg, 
p.o.) による  ACh 遊離作用は、過去の報告と一致して有意ではなかった 
(Imaishi et al., 2012) (ACh levels for 60 min; Dnp-treated WT: 13350.53 ± 949.13 fmol 
× 60 min, p > 0.05 vs. vehicle-treated WT and p < 0.01 vs. SAK3-treated WT; Fig. 5A)。
興味深いことに、NL-G-F マウスの海馬 CA1 領域における基礎 ACh 遊離量は 
WT マウスと比較して有意に減少していた  (vehicle-treated WT: 209.15 ± 6.44 
fmol/20 min; vehicle-treated NL-G-F: 116.46 ± 7.36 fmol/20min, p < 0.01 vs. vehicle-
treated WT; Fig. 5B)。この減少した ACh の遊離は SAK3 の急性投与により WT 
マウスの基礎遊離量まで回復した。一方で、ドネペジルの投与ではこの改善は認
められなかった (ACh levels for 60 min; vehicle-treated NL-G-F: 6647.46 ± 449.53 
fmol × 60 min; SAK3-treated NL-G-F: 9979.45 ± 334.12 fmol × 60 min, p < 0.01 vs. 
vehicle-treated NL-G-F; Dnp-treated NL-G-F: 7469.49 ± 609.38 fmol × 60 min, p > 0.05 
vs. vehicle-treated NL-G-F and p < 0.05 vs. SAK3-treated NL-G-F; Fig. 5C)。これらの
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結果により、SAK3 は WT マウスだけでなく、NL-G-F マウスの AD 病態下に









Fig. 5. Decreased ACh release in hippocampal CA1 region in NL-G-F  mice was 
restored by acute oral administration of SAK3. (A) Time zero means the point 
immediately before oral administration of vehicle or SAK3. ACh release was measured 
using HPLC-ECD analysis of dialysates every 20 min (n-5-6 per group). Error bars 
represent SEM. (B) Basal ACh release was measured using HPLC-ECD analysis of 
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dialysate at time zero (n=5-6 per group). Error bars represent SEM. **p < 0.01 vs. vehicle-
treated WT mice. (C) Acute SAK3 administration (0.5 mg/kg, p.o.) promoted ACh release 
in hippocampal CA1 region in both WT and NL-G-F mice (n=5-6 per group). Error bars 
represent SEM. **p < 0.01 vs. vehicle-treated WT mice; ##p < 0.01 vs. vehicle-treated 




















3.2.1. SAK3 の慢性投与は NL-G-F マウスにおけるプロテアソーム活性の低下
を改善する 
プロテアソームの活性が Aβ によって抑制されることが過去に報告され
ている (Gregori et al., 1995; Oh et al., 2005)。従って、まず初めにプロテアソーム
の活性が NL-G-F マウス脳内で低下しているかどうかをプロテアソームの 3 
つの主要な活性を評価できる蛍光発生ペプチド  (Suc-LLVY-AMC for 
chymotrypsin-like, Bz-VGR-AMC for trypsin-like, and Z-LLE-AMC for caspase-like 
activity) を用いて評価した。その結果、NL-G-F マウスの皮質領域では 3 種類全
てのプロテアソームタンパク分解活性が低下していた (Suc-LLVY-AMC: 77.3 ± 
3.4%, p = 0.0199 vs. WT + vehicle; Bz-VGR-AMC: 87.1 ± 2.7%, p = 0.0292 vs. WT + 
vehicle; Z-LLE-AMC: 73.1 ± 3.6%, p = 0.0051 vs. WT + vehicle)。これらの活性低下
は SAK3 の慢性投与により有意に改善した (Suc-LLVY-AMC: 102.4 ± 9.5%, p = 
0.0118 vs. NL-G-F + vehicle; Bz-VGR-AMC: 102.1 ± 4.7%, p = 0.0120 vs. NL-G-F + 
vehicle; Z-LLE-AMC: 94.7 ± 8.0%, p = 0.0369 vs. NL-G-F + vehicle; Fig. 7A, B, C)。
次に、グリセロール密度勾配法を用いて 26S プロテアソームと 20S プロテア
ソームの活性をそれぞれ評価した。ATP-regenerating system においては、 26S プ
ロテアソームの活性 (23-26 fractions) が NL-G-F マウスにおいて有意に減少し
ていた。また、その減少は SAK3 の慢性投与によって改善した (Fig. 7D)。一方、 
ATP-depleting system においては、全ての群で 20S プロテアソームの活性に有意
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Fig. 6. Experimental schedule for chronic administration study using NL-G-F mice. 








Fig. 7. SAK3 administration rescues decreased proteasome activity in NL-G-F mice. 
(A) Proteasome activity assay by fluorogenic peptides, Suc-LLVY-AMC (chymotrypsin-
like) and (B) Bz-VGR-AMC (trypsin-like) and (C) Z-LLE-AMC (caspase-like), using 
brain homogenate of cortex region (n = 7-8 per group); Suc-LLVY-AMC: F (3, 27) = 
4.814, p < 0.01; Bz-VGR-AMC: F (3, 27) = 4.555, p < 0.05; Z-LLE-AMC: F (3, 27) = 
5.795, p < 0.01. (D) Brain homogenate of cortex region was incubated with ATP-
regenerating system or (E) ATP-depletion system followed by fractionated by glycerol 
density gradient centrifugation. After fractionation, each fraction was used for proteasome 
activity assay using Suc-LLVY-AMC. Error bars represent SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 
vs. vehicle-treated WT mice; #p < 0.05 vs. vehicle-treated NL-G-F mice. 
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3.2.2. SAK3 の慢性投与は NL-G-F マウスにおける CaMKII/Rpt6 シグナルの
低下を改善する 
 CaMKII/Rpt6 シグナルはプロテアソーム活性の上昇に必要であることが
過去に報告されている (Djakovic et al., 2009; Djakovic et al., 2012)。また、プロテ
インキナーゼ A (PKA) も Rpt6 の S120 残基をリン酸化することが知られてい
るが、長期記憶の形成やスパインの成長に必要なプロテアソームの活性は PKA 
ではなく CaMKII によって調節されることが報告されている (Jarome et al., 
2013; Hamilton et al., 2012)。加えて、当研究室では SAK3 が CaMKII の自己リ
ン酸化レベルを増加させることを報告している (Yabuki et al., 2017b; Xu et al., 
2018)。このことから、SAK3 の慢性投与が CaMKII の自己リン酸化 (T286) 及
び Rpt6 のリン酸化 (S120) レベルを増加させるかどうか検討した。結果、
CaMKIIα 及び Rpt6 のタンパク質量については全群間で有意な変化が認められ
なかった (Fig. 8A, B, D)。一方、CaMKIIα の自己リン酸化 (T286) 及び Rpt6 の
リン酸化レベルは NL-G-F マウスの海馬領域で WT マウスよりも有意に減少
していた (autophosphorylated CaMKIIα: 64.6 ± 3.7%, p = 0.0017 vs. WT + vehicle; 
phosphorylated Rpt6: 73.6 ± 3.4%, p = 0.0080 vs. WT + vehicle)。このリン酸化レベ
ルの減少は  SAK3 の慢性投与によって有意に改善した  (autophosphorylated 
CaMKIIα: 96.1 ± 6.2%, p = 0.0048 vs. NL-G-F + vehicle; phosphorylated Rpt6: 105.1 ± 
3.3%, p = 0.0018 vs. NL-G-F + vehicle; Fig. 8A, C, E)。 
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Fig. 8. SAK3 administration improves CaMKII-Rpt6 signaling pathway in NL-G-F 
mice. (A) Representative image of western blots probed with antibodies against 
autophosphorylated CaMKII (T286), CaMKII, phosphorylated Rpt6 (S120), Rpt6, and β-
actin in the hippocampus. (B) Quantitative analyses of CaMKIIα, (C) autophosphorylated 
CaMKIIα (T286), (D) Rpt6, and (E) phosphorylated Rpt6 (S129) protein levels (n = 5 per 
group); autophosphorylated CaMKIIα: F (3, 16) = 11.01, p < 0.01; phosphorylated Rpt6: 
F (3, 16) = 9.316, p < 0.01. Error bars represent SEM. **p < 0.01 vs. vehicle-treated WT 







3.2.3. SAK3 の慢性投与は NL-G-F マウスのスパイン異常を改善する 
CaMKII による Rpt6 の S120 残基のリン酸化を介したプロテアソーム活
性の上昇はシナプス可塑性の増強や新たなスパインの成長に寄与することが知
られている (Djakovic et al., 2012; Hamilton et al., 2012)。従って、SAK3 の投与が
NL-G-F マウスの皮質領域と海馬 CA1 領域におけるスパインの形成を促進す
るかについてルシファーイエロー法を用いて評価した。結果、NL-G-F マウスで
は両領域において、樹状突起 10 µL 毎のスパインの数が WT マウスと比べて
有意に減少していた (CA1: 13.1 ± 0.38, p < 0.0001 vs. WT + vehicle; Cortex: 8.9 ± 
0.29, p = 0.0071 vs. WT + vehicle; Fig. 9B, C)。このスパイン密度の減少は SAK3 
の慢性投与によって有意に改善した (CA1: 14.7 ± 0.37, p < 0.0033 vs. NL-G-F + 
vehicle; Cortex: 10.7 ± 0.43, p = 0.0006 vs. NL-G-F + vehicle; Fig. 9B, C)。スパイン
の長さについては、WT マウスと比較して NL-G-F マウスで増加する傾向が認
められたもののその差は有意ではなかった (Fig. 9D, E)。 スパインの頭部の幅に
ついては、両領域において NL-G-F マウスで減少していたが (CA1: 0.40 ± 0.0057, 
p = 0.0002 vs. WT + vehicle; Cortex: 0.44 ± 0.0046, p < 0.0001 vs. WT + vehicle)、そ
れは SAK3 の慢性投与によって改善された (CA1: 0.42 ± 0.0041 µm, p < 0.0319 
vs. NL-G-F + vehicle; Cortex: 0.47 ± 0.0059, p < 0.0001 vs. NL-G-F + vehicle; Fig. 9F, 
G)。スパインの形態解析の結果、NL-G-F マウスでは未成熟型スパイン (thin 型)
の増加と成熟型スパイン  (mushroom 型と  stubby 型) の減少が認められた 
(CA1 thin: 78.7 ± 1.2%, p = 0.0004 vs. WT + vehicle; CA1 mushroom: 13.8 ± 0.90%, p 
= 0.0272 vs. WT+ vehicle; CA1 stubby: 7.4 ± 0.74%, p = 0.0027 vs. WT + vehicle; Cortex 
thin: 68.0 ± 1.1%, p < 0.0001 vs. WT vehicle; Cortex mushroom: 22.9 ± 0.87%, p < 
0.0001 vs. WT + vehicle; Cortex stubby: 3.0 ± 0.47%, p < 0.0001 vs. WT + vehicle; Fig. 
9H, I)。この未成熟型スパインの増加と成熟型スパインの減少は SAK3 の慢性投
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与によって有意に改善した (CA1 thin: 70.0 ± 1.2%, p = 0.0002 vs. NL-G-F + vehicle; 
CA1 mushroom: 18.8 ± 1.2%, p = 0.0052 vs. NL-G-F+ vehicle; CA1 stubby: 11.2 ± 
0.81%, p = 0.0098 vs. NL-G-F + vehicle; Cortex thin: 58.9 ± 1.6%, p < 0.0001 vs. NL-
G-F vehicle; Cortex mushroom: 30.1 ± 1.4%, p < 0.0001 vs. NL-G-F + vehicle; Cortex 










Fig. 9. SAK3 administration ameliorates dendritic spine abnormality in NL-G-F 
mice. (A) Representative images of dendrites in hippocampal CA1 and cortex (Scale bar, 
5 µm). (B) Spine density per 10 µm dendritic length in hippocampal CA1 and (C) cortex 
(n = 40 dendrites from 4 mice per group); CA1: F (2, 117) = 13.67, p < 0.01; Cortex: F 
(2, 117) = 8.302, p < 0.01. (D) Spine length in hippocampal CA1 and (E) cortex. (F) Spine 
width in hippocampal CA1 and (G) cortex; CA1: F (2, 117) = 8.526, p < 0.01; Cortex: F 
(2, 117) = 24.3, p < 0.01. (H) The percentage of the type of spines in hippocampal CA1 
and cortex; CA1 thin: F (2, 117) = 10.91, p < 0.01; CA1 mushroom: F (2, 117) = 5.77, p 
< 0.01; CA1 stubby: F (2, 117) = 6.843, p < 0.01; Cortex thin: F (2, 117) = 16.93, p < 
0.01; Cortex mushroom: F (2, 117) = 18.14, p < 0.01: Cortex stubby: F (2, 117) = 11.73, 
p < 0.01. More than 2,000 spines in hippocampal CA1 and more than 1,500 spines in 
cortex from 40 dendrites on 9-10 neurons from 4 mice per group were analyzed. Error 
bars represent SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. vehicle-treated WT mice; #p < 0.05, ##p < 










パク量については全群間で有意な変化はなかったものの (Fig. 10A, B)、PSD95 
のタンパク量は NL-G-F マウスで有意に減少していた (70.4 ± 4.4%, p = 0.0254 
vs. WT + vehicle; Fig. 10A, C)。この PSD95 の発現量の減少は SAK3 の慢性投与
















Fig. 10. SAK3 administration rescues reduced PSD95 expression in NL-G-F mice. 
(A) Representative image of western blots probed with antibodies against synaptophysin, 
PSD95, and β-actin in the hippocampus. (B) Quantitative analyses of synaptophysin and 
(C) PSD95 protein levels (n = 5 per group). F (2, 12) = 6.52, p < 0.05. Error bars represent 













3.2.4. SAK3 の慢性投与は NL-G-F マウスの認知機能障害を改善する 
NL-G-F マウスの認知機能障害が SAK3 の投与によって改善されるかを
評価するために行動試験を行った。Y 字迷路試験では、NL-G-F マウスにおいて
交替行動率の減少が認められた (54.9 ± 3.2%, p = 0.0063 vs. WT + vehicle)。この
減少は SAK3 の慢性投与によって有意に改善した (70.2 ± 3.6%, p = 0.015 vs. NL-
G-F + vehicle)。なお、アームへの総進入回数については全群間で有意な変化はな
かった (Fig. 11A and B)。新奇物体認識試験の training セッションでは、全ての
群の間に有意な変化は認められなかった (Fig. 11C)。Test セッションでは、NL-
G-F マウスに物体識別能力の低下が認められた (-0.074 ± 0.057, p = 0.0055 vs. WT 
+ vehicle; Fig. 11D)。この低下は SAK3 の慢性投与によって有意に改善した 
(0.17 ± 0.063, p = 0.0351 vs. NL-G-F + vehicle; Fig. 11D)。受動的回避試験の training 
セッションでは、全群間で暗室への移動時間に有意な変化は見られなかった 
(Fig. 11E)。しかしながら、test セッションにおいては NL-G-F マウスにおいて
暗室への移動時間に有意な減少が認められた (108.9 ± 32.7 s, p = 0.0027 vs. WT + 
vehicle; Fig. 11F)。この移動時間の減少は SAK3 の慢性投与によって有意に改善






Fig. 11. SAK3 administration ameliorates cognitive deficits in NL-G-F mice. (A) 
Number of total arm entries and (B) alternations in a Y-maze task (n = 7-10 per group). F 
(3, 30) = 7.678, p < 0.01. (C) Discrimination index of object exploration during training 
session and (D) test session in a novel object recognition task (n = 7-10 per group). F (3, 
30) = 4.98, p < 0.01. (E) Latency to enter the dark compartment in the training session 
and (F) test session of step-through passive avoidance task (n =7-10 per group). F (3, 30) 
= 6.425, p < 0.01. Error bars represent SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. vehicle-treated 













3.2.5. SAK3 の投与は NL-G-F マウスの dPAL 試験における成績を向上させる 




せるため、段階的なトレーニングを行った (Initial touch, Must touch, Must initiate, 
Punish incorrect)。すべてのトレーニングセッションにおいて、全群間で有意な変
化は認められなかった (Fig. 12B)。dPAL 試験では、NL-G-F マウスにおいて正
解率の有意な低下が認められ、その低下は SAK3 の投与によって有意に改善し
た (2-way RM ANOVA shows a significant effect of session block: F (9, 162) = 71.04, p 
< 0.0001, a significant effect of mice type: F (2, 18) = 4.028, p = 0.036, no interaction: F 
(18, 162) = 1.502, p = 0.095; Fig. 12C)。また、NL-G-F マウスにはコレクショント
ライアル数の増加が認められ、dPAL 試験の成績の低下が示された。SAK3 の投
与はこの増加を有意に低下させた (2-way RM ANOVA shows a significant effect of 
session block: F (9, 162) = 33.6, p < 0.0001, a significant effect of mice type: F (2, 18) = 
10.52, p = 0.0009, a significant interaction effect: F (18, 162) = 2.244, p = 0.0041; Fig. 
12D)。マウスが刺激に触れるまでの時間については全群間で有意な変化は認め
られなかった (2-way RM ANOVA shows a significant effect of session block: F (9, 
162) = 10.61, p < 0.0001, no effect of mice type: F (2, 18) = 0.1895, p = 0.829, a 
significant interaction effect: F (18, 162) = 2.353, p = 0.0025; Fig. 12E)。さらに、マウ
スが報酬を獲得するまでの時間についても全群間に有意な差は見られなかった 
(2-way RM ANOVA shows a significant effect of session block: F (9, 162) = 3.46, p < 
0.0006, no effect of mice type: F (2, 18) = 0.2385, p = 0.7903, a significant interaction 
effect: F (18, 162) = 1.955, p = 0.015; Fig. 12F)。 
57 
 
Fig. 12. SAK3 administration rescues poor performance on dPAL task in NL-G-F 
mice. (A) Photograph of a mouse performing the dPAL task in the screen operant chamber 
system and depictions of six trial types used in the task. (B) The number of sessions 
required to reach the criterion during the pretraining phase. (n = 7 per group). (C) 
Accuracy, (D) number of correction trials, (E) response latency and (F) reward collection 
latency in the dPAL task. (n = 7 per group). Each session block represents 5 testing 
sessions. Error bars represent SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. vehicle-








3.3. WT マウスと NL-G-F マウスにおける SAK3-d10 の体内動態
検討  
 
3.1.1. WT マウスと NL-G-F マウスにおける SAK3-d10 の血中動態と脳内動態 
当研究室ではこれまでにさまざまな疾患モデルマウスを用いて SAK3 の
認知機能改善作用を報告してきた (Yabuki et al., 2017b; Noreen et al., 2017; Yabuki 
et al., 2017a)。また、本研究においても AD モデルマウスを用いて SAK3 の認
知機能改善作用を示したが、SAK3 が実際に血液脳関門 (BBB) を通過して脳内
に移行することは実証されていない。SAK3 が確かに脳内において T-VGCCs 
を活性化していることを示すためにこの点を明らかにすることが必要である。
従って、UPLC-MS/MS を用いて SAK3 の血漿中濃度及び脳内濃度を測定する
ことによって、体内動態を検討することとした。しかしながら、SAK3 を投与し
ていない脳サンプルにおいて SAK3 と同保持時間に夾雑ピークが認められ、低
濃度域での正確な定量が困難であるという問題が生じたため (data not shown)、
本検討では SAK3 の重水素同位体である SAK3-d10 を代替品として用いるこ
ととした (structure shown in Fig. 13A)。血漿及び脳サンプルから得られた SAK3-
d10 と SAK6 のクロマトグラムを Fig. 13B, C に示した。血中動態検討では、
SAK3-d10 (0.5 mg/kg, p.o.) 投与後、0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 24 時間後に血液を採取し、
UPLC-MS/MS によって濃度を測定した (Fig. 13D)。投与後、SAK3-d10 は速やか
に吸収されて最高濃度に達し (Cmax: 17.8 ± 1.8 nM, tmax: 0.65 ± 0.15 h)、その後速
やかに血中より消失した。続いて、SAK3-d10 が脳内に移行していることを示す
ために、投与後 0.25, 0.5, 1, 24 時間後における脳内濃度を測定した (Fig. 13E)。
血中濃度と同様に、SAK3-d10 は投与後速やかに最高濃度に達した (Cmax: 454.5 ± 
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66.4 pM, tmax: 0.70 ± 0.12 h)。 
続いて、SAK3-d10 の体内動態が AD 病態によって影響を受けるかについ
て 8 ヶ月齢と 15 ヶ月齢の NL-G-F マウスを用いて検討を行った。結果、全群
間で血中動態に有意な変化は認められなかった (Fig. 14A)。また、投与 30 分後

















Fig. 13. Pharmacokinetics of SAK3-d10 in mouse plasma and brain. (A) Shown are 
chemical structures of SAK3 (left), SAK3-d10 (middle), and SAK6 (right). (B) (C) 
Representative ion chromatogram of SAK3-d10 and internal standard (SAK6) obtained 
from mouse plasma (B) and brain (C) samples. (D) Mean plasma concentration-time 
curve of SAK3-d10 after oral administration of 0.5 mg/kg in mice (n = 5). (E) Mean brain 





Fig. 14. Pharmacokinetics of SAK3-d10 in mouse plasma and brain. (A) Mean plasma 
concentration-time curve of SAK3-d10 after oral administration of 0.5 mg/kg in WT and 
NL-G-F mice (n = 4-5). (E) Mean brain concentration of SAK3-d10 30 min after oral 
















本研究では、NL-F マウスと NL-G-F マウスを用いて SAK3 の急性及び慢
性投与による AD 病態改善作用を明らかにした。NL-F マウスを用いた慢性投
与実験では、投与開始時点の 9 ヶ月齢のマウスには顕著な認知機能障害が認め
られていないことから、SAK3 の AD に対する予防的効果を確認した。一方で、
NL-G-F マウスを用いた急性及び慢性投与実験に関しては、8 ヶ月齢と 12 ヶ月
齢のマウスの Aβ 病態は著しく進行しており、認知機能障害も現れていること
から SAK3 の AD に対する治療的効果を示したと言える。すなわち、SAK3 は
軽度認知障害 (MCI) を含む早期 AD の病状進行を防ぐことが出来るとともに、
症状が著しく進行した後期の AD 患者を治療することが出来ると考えられる。 
コリン神経の変性脱落は AD における病理学的特徴の一つである。NL-G-
F マウスでは中隔野における ChAT 陽性ニューロンが減少していることが報告
されている (Mehla et al., 2019)。中隔野における ACh 神経は海馬に投射してお
り、認知機能に重要な役割を果たしていることが知られている。これらの知見か
ら、本研究で見られた NL-G-F マウス海馬 CA1 領域における基礎 ACh 遊離
量の減少は中隔野から海馬に投射するコリン神経の障害が原因であると推察さ
れる。SAK3 の急性投与は NL-G-F マウス海馬 CA1 領域における ACh 遊離




本研究では、 SAK3 の慢性投与によって NL-G-F マウス脳内におけるプ
ロテアソーム活性の減少が改善されることを明らかにした (Fig. 7)。UPS は細胞
内における主要なタンパク質分解経路であり (Schwartz and Ciechanover, 2009)、
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UPS の機能異常は AD やパーキンソン病 (PD)、筋委縮性側索硬化症 (ALS)、ハ
ンチントン病 (HD) などといったさまざまな神経変性疾患と関連があることが
知られている (Ciechanover and Brundin, 2003)。AD に関しては、患者の死後脳に
おいてユビキチン化タンパク質の凝集が見られる (Perry et al., 1987; Mori et al., 
1987)。また、AD 患者脳の海馬、上側頭回及び中側頭回、下頭頂小葉において
はプロテアソームの  α、β サブユニットの発現量は変化することなく 
chymotrypsin 様及び PGPH 様のプロテアソーム活性が低下している(Keller et 
al., 2000)。また、in vitro での研究によってプロテアソームの活性が Aβ によっ
て障害されることが示されており (Gregori et al., 1995; Oh et al., 2005)、中でも 
A11 抗体陽性の Aβ オリゴマーが特に強い阻害活性を有すると考えられる 
(Thibaudeau et al., 2018)。さらに、Tseng et al. (2008) は AD モデルマウスである 
3×Tg マウス脳内でプロテアソーム活性が低下していることを明らかにした。こ
れらの報告と一致して、本研究では NL-G-F マウスの脳ホモジネートにおける
プロテアソームの活性減少を確認した (Fig. 7)。過去の報告では、Aβ は 20S プ
ロテアソームに直接結合し、その基質ゲートをアロステリックに障害すること
によってプロテアソーム活性を阻害することが知られている (Thibaudeau et al., 
2018)。しかしながら今回、グリセロール密度勾配法を用いた検討では、26S プ
ロテアソームの活性に障害が認められたものの、20S プロテアソームの活性に
変化は見られなかった (Fig. 7)。この理由として、実験操作の中で Aβ と 20S プ
ロテアソームの結合状態が変化し、Aβ による 20S プロテアソームの活性阻害
が無くなると推測した。26S プロテアソームは 20S プロテアソームと 19S 複
合体によって構成される。19S サブユニットの構成成分の一つである Rpt6 の
リン酸化は 26S プロテアソームの複合体形成を正に調節することが知られて
いる (Satoh et al., 2001)。また、CaMKII による Rpt6 の S120 残基のリン酸化に
64 
 
よってプロテアソームの活性が上昇する (Djakovic et al., 2009; Djakovic et al., 
2012)。Rpt6 の S120 残基のリン酸化を介してプロテアソーム活性を調節する分
子としては CaMKII の他に PKA が報告されているが (Zhang et al., 2007)、興味
深いことに、長期記憶を形成する際に扁桃体におけるプロテアソーム活性の調
節を担うのは PKA ではなく CaMKII であることが示されている (Jarome et al., 
2013)。さらに、PKA ではなく CaMKII による Rpt6 の S120 残基のリン酸化に
よるプロテアソームの活性上昇が新たなスパインの形成に必要であることが明
らかとなっている (Hamilton et al., 2012)。これまでに、Aβ による CaMKII の自
己リン酸化の減少は多くの研究で報告されており (Zhao et al., 2004; Townsend et 
al., 2007; Min et al., 2013; Zhang et al., 2015)、このことから NL-G-F マウスの脳内
では CaMKII/Rpt6 シグナルが低下していること示唆された。実際に、今回の検
討によって NL-G-F マウス脳内における CaMKII の自己リン酸化 (T286) と 
Rpt6 のリン酸化 (S120) レベルの減少が明らかとなり、また SAK3 の投与はそ
の減少を改善できることを示した (Fig. 8)。これらの結果から、SAK3 の慢性投
与は CaMKII/Rpt6 シグナルの賦活化を介して 26S プロテアソームの活性を上
昇させると考えられる。興味深いことに、AD 患者脳の中前頭回、下頭頂小葉、
前帯状皮質において Rpt6 の発現量が減少しており、プロテアソーム活性も低
下していることが報告されている (Alghamdi et al., 2017)。このことから、SAK3 
の投与による Rpt6 のリン酸化レベルの上昇を介したプロテアソーム活性の改
善は AD 治療において有益であることが示唆される。プロテアソームの活性が 
Aβ で障害される一方で、Aβ はプロテアソームによって分解されうる。In vitro 
の研究により、プロテアソームの阻害剤であるラクタマイシンとエポキソマイ
シンが Aβ の分解を低下させることが示されている (Lopez-Salon et al., 2003)。
また、3×Tg マウスを用いた in vivo の研究では、エポキソマイシンの脳室内投
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与により CA1 領域における細胞内の Aβ 蛍光強度が増大した。この時、APP や
その C 末端フラグメントの量は変化していなかったことから、プロテアソーム
が直接 Aβ を分解していることが示唆される (Tseng et al., 2008)。一方で、APP 
の代謝が  UPS によって調節されるといった報告も存在する  (Wang and 




が Aβ を直接分解しているのか、もしくは APP の代謝を調節することによっ
て Aβ の産生量を低下させているのかについては不明である。 
シナプスの異常は AD における病理学的特徴の一つであり、認知機能障害
に関係することが知られている (Selkoe, 2002)。Aβ の処置によって培養神経細
胞や (Shankar et al., 2007; Freund et al., 2016) 急性脳スライスにおける (Smith et 
al., 2009) 樹状突起スパインの密度が減少する。また、さまざまな AD モデルマ
ウスにおいて樹状突起スパインの減少が認められる (Smith et al., 2009; Bittner et 
al., 2010; Hongpaisan et al., 2011)。Aβ オリゴマーによるスパインの減少は既にあ
るスパインがなくなるのではなく、新たなスパインの形成が抑制されることに
よって引き起こされることが報告されている (Zhao et al., 2017)。さらに、さまざ
まな AD モデルマウスにおける PSD95 の発現量の減少が示されている (Lee 
et al., 2011; Yang et al., 2015; Huang et al., 2018)。本研究で使用している NL-F マ
ウスの海馬神経細胞においても、stromal interaction molecule 2 (STIM2) の発現量
が減少することによって CaMKII の自己リン酸化レベルが減少し、結果として 
PSD95 の発現量と mushroom 型スパインの減少が起きることが明らかとなっ
ている (Zhang et al., 2015)。本研究では、NL-G-F マウスにおいて PSD95 の発現
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量 (Fig. 10) と樹状突起スパイン密度の減少 (Fig. 9) が観察された。また、スパ
インの形態解析によって、記憶に重要であるとされる成熟型スパイン 
(mushroom 型及び stubby 型) (Mahmmoud et al., 2015; McCann and Ross, 2017) が
減少し、未成熟型のスパイン (thin 型) が増加していることを明らかにした (Fig. 
9)。興味深いことに、シナプスの可塑性や長期記憶形成といった神経機能がプロ
テアソームの活性によって調節されることが報告されている  (Fonseca et al., 
2006; Lopez-Salon et al., 2001)。また、自己リン酸化 CaMKIIα は足場タンパクと
してプロテアソームを樹状突起に誘導することや (Bingol et al., 2010)、CaMKIIα 
による Rpt6 の S120 残基のリン酸化がプロテアソーム活性を増加させシナプ
スの可塑性を調節することが示されている (Djakovic et al., 2009; Djakovic et al., 
2012)。S120 残基がリン酸化されない Rpt6 の変異体 (S120A) はラット海馬神
経細胞において PSD95 によって染色されるシナプスへの集積が減少する。一方
で、Rpt6 のリン酸化模倣変異体 (S120D) は海馬の樹状突起において Triton X-
100 によって抽出されにくくなる。これらの結果は Rpt6 の S120 残基のリン
酸化がスパイン画分に繋ぎ止められているプロテアソームを増加させることを
示唆している (Bingol et al., 2010)。電気生理学的な検討では、Rpt6 の S120A 変
異体及び S120D 変異体の発現が、mEPSC の頻度を変えることなく、その電圧
に対して逆の影響を及ぼすことが示されており、Rpt6 の S120 残基のリン酸化
を介したプロテアソーム活性の変化が神経の可塑性に関与していることが示唆
されている (Djakovic et al., 2012)。さらに、CaMKII/Rpt6 シグナルを介したプロ
テアソームの活性化は新たなスパインの形成に必要であることが報告されてい









する SAK3 の改善効果は CaMKII/Rpt6 シグナルの賦活化を介したプロテアソ
ーム活性の増加によってもたらされるものと考えられ、また、このスパイン異常
の改善が認知記憶障害の改善に寄与していることが推察される。 
次に、SAK3 の慢性投与による AD 病態改善作用に関与している可能性の
ある遺伝子として Sgk1 を見出した。マイクロアレイ解析と RT-qPCR 法を用い
た検討から、NL-F マウスでは Sgk1 遺伝子が減少しており、SAK3 投与によっ
てその減少が改善されることを明らかにした (Fig. 3)。 Sgk1 遺伝子の発現はプ
ロテインキナーゼ C (PKC) (Lang et al., 2000) や細胞外シグナル調節キナーゼ 
(ERK1/2) (Mizuno and Nishida, 2001)、cAMP (Gonzalez-robayna et al., 2001) など
様々なシグナル分子によって調節されることが知られている。また、細胞質内の 
Ca2+ 濃度の増加によって SGK1 の転写が誘導されることも報告されている 
(Klingel et al., 2000)。 Brickley et al. (2013) はタプシガルギン誘発性 Ca2+ 濃度上
昇によって引き起こされる SGK1 の誘導は calmodulin/CaMKII シグナルによ
って媒介されることを示した。このことから、SAK3 は CaMKII シグナルの調
節を介して NL-F マウスにおける Sgk1 mRNA の減少を改善している可能性が
示唆される。SGK1 はセリン/スレオニンキナーゼの一種であり脳においては主
に神経細胞に発現している (Wärntges et al., 2002)。SGK1 は γ-セクレターゼの構
成タンパクであるニカストリンをリン酸化し、そのプロテアソームとリソソー
ムによる分解を促進することによって γ-セクレターゼ依存性の APP 切断を抑
制する (Mo et al., 2012)。また、SGK1 は APP に結合することが知られているア
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ダプタータンパクである FE65 をリン酸化することによって BACE1 による 
APP の切断を減少させる (Chow et al., 2015)。SGK1 による FE65 のリン酸化は 
APP と FE65 の結合を阻害し、プロテアソームによる APP の分解を促進する
ことで結果的に Aβ 産生を減少させる。また、海馬における SGK1 の活性は神
経可塑性や空間記憶、恐怖記憶の形成に重要な役割を果たしていることが報告
されている (Lang et al., 2006; Lee et al., 2003; Ma et al., 2006; Yang et al., 2011)。さ
らに近年、SGK1 を海馬で過剰発現させることによって APP/PS1 マウスの Aβ 
沈着が抑制され、認知機能障害が改善されることが報告された (Lian et al., 2020)。
これらの知見から、SAK3 投与による Sgk1 遺伝子発現の回復が NL-F マウス
における AD 病態の改善に寄与している可能性が示唆される。 
最後に、UPLC-MS/MS を用いた濃度測定によって SAK3-d10 の血中及び脳
内動態を確認した (Fig. 13)。SAK3-d10 は投与後速やかに Cmax に達し、その後
速やかに血中から消失した。脳内における Cmax は 454.5 ± 66.4 pM であり、
SAK3-d10 が BBB を通過して脳へと移行することが示された。しかしながら、
本検討では遊離型とタンパク質結合型の SAK-d10 を分けて測定していないた
め、脳内における SAK-d10 の濃度が T-VGCCs を活性化するのに十分であるか
については証明できていない。当研究室では電気生理学的手法を用いて、SAK3 
が 100 pM-10 nM の濃度において ST101 よりも強力に TVGCCs を活性化する
ことを明らかにしている (Yabuki et al., 2017b)。また、SAK3 は同用量 (0.5 mg/kg) 
の経口投与で ST101 よりも強力にマウス海馬における ACh 遊離を促進し、そ
してその作用が T-VGCCs の特異的な阻害剤で阻害されることが示されている 
(Yabuki et al., 2017b)。さらに、同用量を投与した際の脳内濃度は SAK3-d10 より
も ST101 の方が高いことも分かっている (data not shown)。これらの結果から、
脳内における遊離型の SAK3-d10 の濃度は ST101 よりも強力に T-VGCCs を
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活性化できる 100 pM 以上の濃度に達していることが推察される。しかしなが
ら、SAK3 と ST101 の ACh 遊離作用強度の差がそれぞれの薬物のタンパク質
結合率の違いによる脳内遊離型薬物濃度の差から生じている可能性は否定でき
ない。従って今後、マイクロダイアリシス法を用いて、脳内における遊離型の 
SAK3-d10 濃度を測定し、SAK3-d10 が 確かに T-VGCCs を活性化出来る濃度に
達していることを証明する必要がある。血中動態では、SAK3-d10 は投与 24 時
間後には血漿中から完全に消失していた。このことから、SAK3 は血中濃度をコ
ントロールしやすく、投与スケジュールを組みやすい薬物であると考えられる。 
AD の病態下では BBB が崩壊することが多くの研究で報告されている。
血管における Aβ の沈着は炎症反応や細胞毒性を惹起し、AD 脳における BBB 
の透過性の増大を引き起こす (Roher et al., 2003; Carrano et al., 2011; Erickson and 
Banks, 2013)。脳アミロイドアンギオパチー (ACC) により平滑筋細胞、内皮細
胞、周皮細胞が変性し、BBB が障害される  (Erickson and Banks, 2013)。P-
glycoprotein (P-gp) (encoded by ABCB1) は薬物の脳における薬効を制限する ATP 
依存性の排出トランスポーターであり、BBB における重要な構成要素であるこ
とが知られている。P-gp によって認識され、排出される基質は幅広く、分子量
は 250-4000、また基質が有する構造的・化学的性質も多様である  (aromatic, 
nonaromatic, linear, circular, hydrophobic, basic, uncharged, zwitterionic, negatively 
charged) (Kerns and Di, 2008; Miller et al., 2008). また、水素結合受容基 (N and O) 
が多く存在する化合物は P-gp の基質になりやすいことが知られている (Raub, 
2006, Kerns and Di, 2008)。SAK3 は疎水性領域を持っており、また水素結合受容
基も比較的多いことから P-gp の基質となる可能性があり、それによって脳への
移行が制限されている可能性が考えられる。P-gp の発現や活性は AD の病態下
において変化することが報告されている。AD モデルマウスである Tg2576 マ
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ウスから単離された脳毛細血管では  WT マウスと比較して  P-gp の活性が 
70% 低下しており、また発現量も  60% 減少していることが示されている 
(Hartz et al., 2010)。また、AD 患者では毛細血管における老人斑の密度と P-gp 
の発現が負の相関を示すことが明らかとなっている (Vogelgesang et al., 2002)。P-
gp 以外に BBB において脳への薬物の移行を制限する排出トランスポーター
としては Breast cancer resistance protein (BCRP) (encoded by ABCG2) がよく知ら
れている。BCRP の基質群は P-gp の基質群とかなりオーバーラップしており、
このことから SAK3 は BCRP の基質にもなる可能性が示唆される。P-gp とは
対照的に、BCRP の発現量は AD モデルマウスである 3×Tg マウスや AD/ACC 
の患者では増加していることが報告されている (Xiong et al., 2009)。これらの知
見から、SAK3-d10 が P-gp と BCRP の基質であるならば、NL-G-F マウスの 
AD 病態による両トランスポーターの発現・活性の変化に伴って SAK3-d10 の
脳内濃度が変わることが推測された。しかしながら実際には、NL-G-F マウスに
おける SAK3-d10 の脳内濃度は 15 ヶ月齢の段階においても WT マウスと変わ
らなかった (Fig. 14)。この結果は、NL-G-F マウスでは BBB の密着結合が崩壊
していないことを示唆している。また、NL-G-F マウスにおいて SAK3-d10 の脳
内濃度が変化しなかった理由として以下の 3 つを考えた。まず一つ目として、
P-gp と BCRP の発現・活性が NL-G-F マウスにおいて変化していないことが









SAK3 の投与は認知機能障害やシナプスの異常、Aβ の沈着といった AD 
病態を改善した。当研究室では、SAK3 が T-VGCCs のうち Cav3.1 と Cav3.3 
の電流を増強することを報告している (Yabuki et al., 2017b)。興味深いことに、
Cav3.1 及び Cav3.3 電流はスパインの形成に寄与しており、Aβ オリゴマーが
これを阻害することが報告されている。この Aβ による Cav3 電流の阻害は 
Aβ の Nogo receptor family 1 (NgR1) への結合を介した Rho kinase (ROCK) シグ
ナルの活性化によって引き起こされることが示されている (Zhao et al., 2017)。
このことから、SAK3 による Cav3.1 と Cav3.3 電流の増強を介したスパイン異
常の改善は Aβ のシナプス毒性に対する理にかなった治療戦略であると言える。
SAK3 の投与は T-VGCCs の活性化を介してマウス海馬における ACh 遊離を
促進する (Yabuki et al., 2017b)。また今回、NL-G-F マウスにおいても ACh の遊
離を増強させることを示した。この ACh の遊離促進によってポストシナプスに
存在する nAChR と NMDAR が活性化され、CaMKII/Rpt6 シグナルが賦活化さ
れた結果、プロテアソームの活性が増加したと考えられる。活性化したプロテア
ソームはスパイン形成の改善や Aβ 沈着の抑制に寄与していることが推察され






Fig. 15. Schematic depicting of the mechanism underlying the therapeutic effects of 
SAK3 administration for AD pathology. SAK3 stimulates T-type calcium channels at 
cholinergic terminal, triggering intracellular calcium influx, followed by promotes Ach 
release. Released Ach stimulate nAChR at glutamatergic terminal, facilitating Glu release. 
A potentiation of CaMKII/Rpt6 signaling through nAChR and NMDAR activation 
contributes to the increasing in proteasomal activity. Elevated proteasomal activity may 





本研究ではまず初めに、SAK3 の急性及び慢性投与が NL-F と NL-G-F マ
ウスの認知機能障害を改善することを明らかにした。また、SAK3 の慢性投与は 
AD の病理学的特徴の一つである Aβ の沈着を抑制した。さらに、マイクロア
レイ解析と RT-qPCR 法によって、SGK1 が SAK3 の薬効発現に関与している




















Fig. 16. Schematic depicting of the signaling pathway involved in the therapeutic 
effects by SAK3 treatment against AD pathology. Chronic SAK3 treatment increases 
proteasome activity via improving CaMKII/Rpt6 signaling, which may contribute to the 
inhibition of Aβ deposition and amelioration of spine abnormalities, followed by 
cognitive improvement. Chronic SAK3 administration also increases SGK1 mRNA 
expression, but detailed involvement of SGK1 in the therapeutic effects of SAK3 for AD 
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